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^ (54) Title: LIQUID FORMULATION COMPRISING CETUXIMAB AND A FATTY ACID ESTER OF POLYOXYETHYLENE 
^ SORBITAN 

OC (54) Bezeichnung: FLUSSIGE FORMULIERUNG ENTHALTEND CETUXIMAB UND EINEN POLYOXYETHYLENSORBI- 
2? TANFETTSAUREESTER 

(57) Abstract: The invention relates to a stable liquid pharmaceutical formulation comprising Cetuximab® and a chimeric mono- 
clonal antibody against the endothelial growth factor receptor (EGF receptor). The formulation has an improved shelf-life and can 
f**} be used parenterally for treatment of tumours. 

C^3 (57) Zusammenfassung: Die Erfindung belrifft eine stabile fliissige pharmazeutische Formulierung enthaltend Cetuximab®, einen 
chimaren monoklonalen Antikorper gegen den Rezeptor des endothelialen Wachstumsfaktors (EGF-Rezeptor). Die Formulierung 
weist eine erhohte Lagers tab ilitat auf und kann parenteral zur Behandlung von Tumoren verwendet werden. 
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FLUSSIGE FORMULIERUNG ENTHALTEND CETUXIMAB UND EINEN POLYOXYETHYLENSORBITAN- 
FETTSAUREESTER 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine stabile flussige pharmazeutische 
Formulierung enthaltend den chimaren monoklonalen Antikorper C225 
(Cetuximab®) gegen den Rezeptor des epidermalen Wachstumsfaktors 
(EGF-Rezeptor). 

In verschiedenen in vitro und in vivo Studien konnte gezeigt werden, dass 
Blockade des EGF-Rezeptors durch Antikorper auf unterschiedlichen 
Ebenen gegen Tumore wirken, beispielsweise durch Hemmung der 
Krebszellproliferation, Verringerung der tumorvermittelten Angiogenese, 
Induktion der Krebszellapoptose und Verstarkung dertoxischen Wirkungen 
der Strahlentherapie und der herkommlichen Chemotherapie. Cetuximab® 
ist vielversprechender Antikorper, der an den EGF-Rezeptor bindet. 
Cetuximab® bzw. C225 wird aus der DNA unterschiedlicher Spezies 
rekombiniert und wurde erstmals beschrieben von Naramura et al. (Cancer 
Immunol. Immunotherapy 37, 343-349, 1993). Im Hinblick auf die 
Herstellung von Cetuximab® wird auf die genannte wissenschaftliche 
Literatur verwiesen. 

Wie andere Antikorper wird Cetuximab® zur therapeutischen Anwendung 
parenteral als Losung appliziert. Ein besonderes Problem von Losungen 
mit Antikorpern ist deren Neigung zur Aggregation und zur Bildung von 
Proteinmultimeren. Im Falle reduzierbarer Multimere kann dies auf nicht 
beabsichtigte intermolekulare Disulfidbruckenbildung durch eine Interaktion 
zwischen sich annahernden Molekulteilen zuruckgefuhrt werden. Auch 
kommen hydrophobe Wechselwirkungen und die damit verbundene 
Bildung nichtreduzierbarer Multimere in Betracht. Weiterhin kommt es zu 
Deamidierungsreaktionen, die nachfolgend zu Proteinabbaureaktionen 
fuhren. 
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Infolge der genannten Aggregationsneigung kommt es bei Lagerung von 
Antikorperlosungen zu Produktausfallungen, so dass eine reproduzierbare 
Entnahme aus dem die LQsung enthaltenden Behaltnis in Frage gestellt ist. 
Hinzu kommt, dass es bei parenteraler Applikation partikelhaltiger Losung 
zu Embolien kommen kann. Das hatzur Folge, dass eine reproduzierbare 
Verabreichung der jeweils erforderlichen Dosis an den Patienten nicht 
gewahrleistet ist und die Applikation nicht mit der erforderlichen Sicherheit 
erfolgen kann. Durch Filtration vor Injektion konnen die Aggregate zwar 
zuriickgehalten werden. Dieses Verfahren beinhaltet aber einen 
zusatzlichen Schritt und ist daher aufwendig und fur die klinische Praxis 
wenig geeignet Auch verbleibt das Problem der Dosisreproduzierbarkeit 
ungelost, da jeweils ein unbekannter Anteil an Antikorpern aus der Losung 
abgetrennt wird und Partikelbildung nach Filtration weiterhin ein 
Sicherheitsrisiko darstellt. 

Ein gebrauchliches Verfahren zur Stabilisierung von monoklonalen 
Antikorpern ist die Gefriertrocknung von Losungen, die Antikorper sowie 
Hilfsstoffe enthalten. Lyophilisation ist jedoch sehrzeit- und 
energieaufwendig und damit teuer. Auch muss das Lyophilisat vor 
Verabreichung erst rekonstituiert werden. 

EP 0 073 371 beschreibt intravenos verabreichbare Zusammensetzungen 
mit Immunglobulinen die zur Stabilisierung einen pH-Wert von 3,5 bis 5,0 
aufweisen. Derart niedrige pH-Werte fuhren aber zu unerwunschten 
Unvertraglichkeitsreaktionen an der Injektionsstelle. 

US 6,171,586 B1 offenbart die Verwendung von einem Acetatpuffer pH 
4,48 bis 5,5, einem Surfactant und einem Polyol in einer flussigen 
Formuiierung von Antikorpern, wobei NaCI zur Isotonisierung 
ausgeschlossen ist. Aufgrund des niedrigen pH-Wertes sowie der 
fehlenden Isotonisierung kann es ebenfalls zu Unvertraglichkeitsreaktionen 
an der Injektionsstelle kommen. 
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Als Beispiele weiterer Formulierungen mit speziellen Antikorpern seien an 
dieser Stelle EP 0 280 358, EP 0 170 983 und US 5,945,098 genannt 

Hiervon beschreibt EP 0 280 358 den Zusatz von Dextran zu einer 
Antikorperlosung zur Stabilisierung gegen bestimmte Hormone, wobei eine 
Stabilitat uber neun Monate erreicht wurde. 

EP 0 170 983 beschreibt die Stabilisierung eines thermolabilen 
monoklonalen Antikorpers durch Erhitzen zusammen mit hydrolysiertem 
Ovalbumin, wodurch der Antikorper nach 7 Tagen Lagerung bei 45°C noch 
stabil war. Der Zusatz von Proteinen anderer Species zu verabreichbaren 
Formulierungen, die zur parenteralen Verabreichung vorgesehen sind, sind 
aufgrund der hiermit verbundenen Problematik, insbesondere deren 
moglichen Antigenitat, aber unerwunscht. 

US 5,945,098 offenbart die Verwendung von Glycin, Polysorbat 80 und 
Polyethylenglycol zur Stabilisierung einer flussigen Formulierung von 
Immunglobulin G. 

Es war Aufgabe der Erfindung speziell fur Cetuximab® eine zur 
parenteralen Verabreichung geeignete flussige Formulierung zu finden, die 
gut vertraglich ist und bei Lagerung bei Raumtemperatur uber mindestens 
ein Jahr stabil ist. Die Formulierung sollte einfach aufgebaut sein und keine 
aus toxikologischer Sicht bedenklichen Hilfsstoffe enthalten. 

Oberraschenderweise konnte eine diesen Anforderungen entsprechende 
Formulierung mit einer Losung gefunden werden, die neben Cetuximab® 
einen Phosphatpuffer im Bereich von cirka pH 6 bis cirka pH 8 sowie ein 
Polyoxyethylensorbitan-Fettsaureester enthalt. Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung ist daher eine stabile flussige pharmazeutische 
Zusammensetzung, die einen Phosphatpuffer im Bereich von pH 6 bis pH 
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8 sowie einen Polyoxyethylensorbitan-Fettsaureester enthalt. Bevorzugt 
liegt der pH-Wert im Bereich von 6,5 bis 7,5, besonders bevorzugt ist ein 
pH-Wert von cirka 7,2. 

Als Phosphatpuffer einsetzbar sind Losungen der Mono- und/oder Di- 
Natrium- und Kaliumsalze der Phosphorsaure, wie 
Dinatriumhydrogenphosphat oder Kaliumdihydrogenphosphat, sowie 
Mischungen der Natrium- und Kaliumsalze, wie beispielsweise Mischungen 
aus Dinatriumhydrogenphosphat und Kaliumdihydrogenphosphat. Der 
Phosphatpuffer kann in der erfindungsgemaSen Formulierung in einem 
Konzentrationsbereich von 2 mM bis 100 mM enthalten sein. Bevorzugt ist 
ein Konzentrationsbereich von 5 mM bis 20 mM, besonders bevorzugt sind 
cirka 10 mM. 

Cetuximab® kann in der erfindungsgemalien Formulierung in einer 
Konzentration von 0,1 mg/ml bis 25 mg/ml enthalten sein. Bevorzugt sind 2 
mg/ml bis 10 mg/ml, besonders bevorzugt cirka 5 mg/ml enthalten. 

Als Polyethylen-Sorbitan-Fettsaureester sind auch unter dem 
Warenzeichen Tween bekannt. In der erfindungsgemalien Formulierung 
verwendbar sind insbesondere Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonolaurat, 
Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonopalmitat und Polyoxyethylen(20)- 
sorbitanmonostearat. Bevorzugt sind Polyoxyethylen(20)- 
sorbitanmonolaurat und Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat, hiervon 
besonders bevorzugt ist Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat. Die 
Polyethylen-Sorbitan-Fettsaureester konnen in der Formulierung in einer 
Konzentration von 0,001 % bis 1 ,0 % enthalten sein. Bevorzugt sind 0,005 
% bis 0,1 %, besonders bevorzugt cirka 0,01 % enthalten. 

Vorteilhaft enthalt die erfindungsgemaBe Formulierung zusatzlich ein 
Isotonisierungsmittel, bevorzugt ein physiologisch vertragliches Salz, wie 
beispielsweise Natriumchlorid oder Kaliumchlorid, oder ein physiologisch 
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vertragliches Polyol, wie beispielsweise Glucose oder Glycerin, in einer zur 
Isotonisierung erforderlichen Konzentration. Gegenstand der Erfindung ist 
daher eine flussige Formulierung enthaltend Cetuxirnab®, einen 
Phosphatpuffer im Bereich von cirka pH 6 bis cirka pH 8, einen 
Polyoxyethylensorbitan-Fettsaureester sowie ein Isotonisierungsmittel in 
einer zur Isotonisierung erforderlichen Konzentration. Bevorzugt enthalt die 
Formulierung Natriumchlorid als Isotonisierungsmittel. 

Nach einer besonders vorteilhaften Ausfuhrungsform der Erfindung enthalt 
die flussige Formulierung cirka 5mg/ml Cetuxirnab®, cirka 10 mM 
Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von cirka 7,2 , cirka 145 mM 
Natriumchlorid sowie cirka 0,01 % Poiyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat. 

Die erfindungsgemaBe Formulierung kann hergestellt werden, indem einer 
Cetuxirnab® enthaltenden Losung die genannten Inhaltsstoffe zugefilgt 
werden. Zweckmaftigerweise wird hierzu einer Losung mit einer definierten 
Konzentration an Cetuxirnab®, wie sie bei dessen Herstellung gewonnen 
wird, mit definierten Volumina an Stammlosungen, die die genannten 
weiteren Inhaltsstoffe in definierter Konzentration enthalten, versetzt und 
und gegebenenfalls mit Wasser auf die vorberechnete Konzentration 
verdunnt Alternativ konnen die Inhaltsstoffe der Cetuxirnab® enthaltenden 
Ausgangslosung auch als Feststoffe zugesetzt werden. Liegt Cetuxirnab® 
als Feststoff, beispielsweise als Lyophilisat, vor, kann die 
erfindungsgemaRe Formulierung hergestellt werden, indem Cetuxirnab® 
zunachst in Wasser oder einer einen oder mehrere der weiteren 
Inhaltsstoffe enthaltenden wassrigen Losung gelost und anschlieBend mit 
den jeweils erforderlichen Mengen an die weiteren Inhaltsstoffe 
enthaltenden Stammlosungen, mit den weiteren Inhaltsstoffen in fester 
Form und/oder Wasser versetzt werden. ZweckmaRigerweise kann 
Cetuxirnab® auch direkt in einer alle weiteren Inhaltsstoffe enthaltenden 
Losung gelost werden. 
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Vorteilhaft kann einer oder mehrere der in der erfindungsgema&en 
Formulierung enthaltenen Inhaltsstoffe bereits wahrend oder zum Schluss 
des Herstellungsverfahrens von Cetuximab® zugegeben werden. Bevorzugt 
kann dies dadurch erfolgen, indem Cetuximab® im letzten Schritt der nach 

5 seiner Herstellung erfolgenden Aufreinigung direkt in einer einen, mehrere 

oder alle weiteren Inhaltsstoffe enthaltenden wassrigen Losung gelost wird. 
Dann mussen zur Herstellung der Formulierung die jeweiligen weiteren 
Inhaltsstoff/e nur noch in jeweils geringerer Menge und/oder gar nicht 
zugesetzt werden. Besonders bevorzugt ist, wenn der jeweilige Inhaltsstoff 

10 im letzten Schritt der nach seiner Herstellung erfolgenden Aufreinigung 

direkt in einer alle weiteren Inhaltsstoffe enthaltenden wassrigen Losung 
gelost wird, so dass die erfindungsgemafce Formulierung direkt erhalten 
wird. 

15 Die Beispiele, ohne darauf beschrankt zu sein, erlautern die Erfindung. 



Beispiel 1 : 

20 Wassrige Losung enthaltend: 

5 mg/ml Cetuximab® 
10 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,2 
45 mM Natriumchlorid 

0,01 Gew.-% Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat. 

25 

Die Herstellung erfolgte durch Mischung definierter Volumina von die 
jeweiligen Inhaltsstoffe in definierter Konzentration enthaltenden wassrigen 
Losungen. Folgende Losungen wurden verwendet: 



30 



Losung A (Wirkstofflosung) enthaltend: 
9,7 mg/ml Cetuximab® 
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10 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,2 (bestehend aus 2,07 g/l 
Dinatriumhydrogenphosphat-7-hydrat und 0,31 g/l 
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat) 
145 mM Natriumchlorid. 

(Die L6sung wurde erhalten, indem der Wirkstoff im letzten Schritt der nach 
dessen Herstellung erfolgenden chromatographischen 
Wirkstoffaufreinigung mit Losung B von der Saule eluiert wurde.) 

Losung B (Puffer/Salz~L6sung): 

entspricht Losung A, enthalt jedoch kein Wirkstoff. 

Losung C (Polyoxyethylensorbitan-Fettsaureester-Losung): 
entspricht Losung B, enthalt jedoch zusatzlich 1 Gew.-% 
Polyoxyethylen(20)-sorbitanrnonooleat. 

Zur Herstellung der erfindungsgemaBen Formulierung wurden 10 ml 
Losung A, 9,8 ml Losung B und 0,2 ml Losung C miteinander vereinigt. 

Die zubereitete Losung wurde vor der Abfullung mit einem Sterilfilter 
filtriert. Die Vials wurden mit einer Pipette mit je 2 ml Losung befullt. 
AnschlieBend wurden die Vials mit Stopfen verschlossen und gebordelt. 

Beispiel 2 (Vergleichsformulierung) 

Wassrige Losung enthaltend: 

5 mg/ml Cetuximab® 

10 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,2 

145 mM Natriumchlorid 

Zur Herstellung der Vergleichsformulierung wurden jeweils 10 ml der in 
Beispiel 1 beschriebenen Losungen A und B miteinander vereinigt. 
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Beispiel 3 

Wassrige Losung enthaltend: 
2 mg/ml Cetuximab® 

0,1 Gew.-% Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonolaurat 
20 mM Dinatriumhydrogenphosphat 
5 Gew.-% Glucose 

Die Herstellung erfolgte durch Mischung definierter Volumina von die 
jeweiligen Inhaltsstoffe in definierter Konzentration enthaltenden wassrigen 
Losungen. Folgende Losungen wurden verwendet: 

Losung A: 

Wassrige Losung enthaltend: 

4 mg/ml Cetuximab® 

20 mM Dinatriumhydrogenphosphat 

(Die Losung wurde erhalten, indem der Wirkstoff im letzten Schritt der nach 
dessen Herstellung erfolgenden chromatographischen 
Wirkstoffaufreinigung mit Losung B von der Saule eluiert wurde.) 

Losung B (Polyoxyethylensorbitan-Fettsaureester-Glucose-Losung): 

0,2 Gew.-% Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonolaurat 

10 Gew.-% Glucose 

20 mM Dinatriumhydrogenphosphat 

Zur Herstellung wurden 10 ml Losung A und 10 ml Losung B miteinander 
vereinigt. 
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Die zubereitete Losung wurde vor der Abfullung mit einem Sterilfilter 
filtriert. Die Vials wurden mit einer Pipette mit je 2 ml Losung befuilt. 
AnschlieSend wurden die Vials mit Stopfen verschlossen und gebordelt. 



5 



Beispiel 4 



Die Stabilitat der erfindungsgemalien Formulierung wurde in einem 
10 Stresstest gepruft. Hierzu wurden Vials enthaltend die Losung gemafi 

Beispiel 1 sowie zu Vergleichszwecken Vials enthaltend Losung gemafc 
Beispiel 2 bei 40°C und 75% relativer Luftfeuchte eingelagert Vor 
Einlagerung sowie nach definierten Lagerzeiten wurden jeweils 3 Vials 
visuell bei direkter Anstrahlung mit einer Kaltlichtquelle beurteilt und die 
15 Absorption der Losungen bei 350 und 550 nm bestimmt, die ein Mali fur 

die Trubung darstellt. Weiterhin wurden jeweils 3 Vials entnommen und 
hinsichtlich des Gehaltes an Cetuximab® und Zersetzungsprodukten mittels 
HPLC-Gelfiltration untersucht. 



20 Bei der Gelfiltrations-HPLC wurde Phosphatpuffer pH 7,2 als Fliessmittel 

eingesetzt. Saule: Toso Haas TSKgel G 3000 SWXL (7,8 mm ID, 30 cm 
Lange), FluUrate: 0,5 ml/min. Die Detektion erfolgte bei 280 nm. 



Die Ergebnisse der Stabilitatsuntersuchungen sind in Tabelle 1 dargestellt. 



25 
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Tabelle 1 



Prufungs 
-losung 


Lage- 
rung 
[Wo- 
chen] 


Cetuxi 

-mab 

[%] 


Neben- 

zonen 

[%] 


Zerset- 
zungs- 
produkte 
[%] 


TrUbung 
bei X= 
350 nm 


TrObung 
bei X= 
550 nm 


visuel- 
le Beur- 
teilung 


Beispiel 
1 


0 


99,72 


0,11 


0,17 


0,0128 


0,0016 


klar 


Beispiel 
1 


4 


98,60 


0,84 


0,56 


0,0200 


0,0022 


klar 


Beispiel 

1 


8 


96,49 


1,30 


2,21 


0,0280 


0,0033 


klar 


















Beispiel 

2 


0 


99,69 


0,15 


0,16 


0,0130 


0,0021 


klar 


Beispiel 
2 


4 


92,00 


7,38 


0,62 


0,0232 


0,0047 


kleine 1 
Partikel 
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Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die erfindungsgema&e Formulierung 
gegenuber der Vergleichslosung eine deutlich erhohte Stabilitat aufweist. 
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Patentanspriiche 

Flussige pharmazeutische Formulierung enthaltend Cetuximab®, einen 
Phosphatpuffer pH 6 bis pH 8 sowie einen Polyoxyethylensorbitan- 
Fettsaureester 

Flussige pharmazeutische Formulierung gemaB Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dass diese einen pH-Wert von pH 6,5 bis pH 7,5 
aufweist 

Flussige pharmazeutische Formulierung gemaB Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass diese einen pH-Wert von cirka pH 7,2 aufweist 

Flussige pharmazeutische Formulierung gemaR einem oder mehreren 
der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Phosphatpuffer in einer Konzentration von 2 mM bis 100 mM enthalten 
ist 

Flussige pharmazeutische Formulierung gemaB Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Phosphatpuffer in einer Konzentration von 5 
mM bis 20 mM, vorzugsweise 10 mM, enthalten ist 

Flussige pharmazeutische Formulierung gemaB einem oder mehreren 
der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Polyoxyethylensorbitan-Fettsaureester Polyoxyethylen(20)- 
sorbitanmonooleat oder Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonolaurat 
enthalten ist 

Flussige pharmazeutische Formulierung gemafX einem oder mehreren 
der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Polyoxyethylensorbitan-Fettsaureester in einer Konzentration von 0,005 
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% bis 0,1 %, insbesondere in einer Konzentration von cirka 0,01 % 
enthalten ist 

8. Flussige pharmazeutische Formulierung gemaft einem oder mehreren 
der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass weiterhin ein 
Isotonisierungsmittel in einer zur Isotonisierung erforderlichen 
Konzentration enthalten ist 

9. Flussige pharmazeutische Formulierung gemafi Anspruch 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass Natriumchlorid als Isotonisierungsmittel enthalten 
ist 

10. Flussige pharmazeutische Formulierung gemafc einem oder mehreren 
der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass diese cirka 
5mg/ml Cetuximab®, cirka 10 mM Phosphatpuffer mit einem pH-Wert 
von cirka 7,2 , cirka 145 mM Natriumchlorid sowie cirka 0,01 % 
Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat enthalt 
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